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Das 15C-angereicherte C-Atom der 4'-(E)-Methylgruppe im 4-(3-Methyl-2-butenyl)tryptophan (3) 
erscheint bei der Biosynthese in der C-Methylgruppe des Chanoclavins (4) und im C-17 von 
Agroclavin (5), Elymoclavin (6) und Lysergsdure (7). 


Incorporation of |4’-(E)-'*C]4-(3-Methyl-2-buteny!)tryptophan into Clavine Alkaloids and 
Lysergic Acid 


The 1°C-enriched C-atom of the 4’-(E)-methyl group of 4-(3-methyl-2-butenyl)tryptophan (3) 
appears during the biosynthesis at the C-methyl group of chanoclavine (4) and at C-17 of agro- 
clavine (5), elymoclavine (6) and lysergic acid (7). 


Nach Zugabe von [2-'*C]Mevalonat zur Pilzkultur eines Clavinalkaloide produzie- 
renden Claviceps-Stammes wurde von Arigoni und Mitarbeitern?) ein Chanoclavin-! (4) 
isoliert, das zu fiber 90% in der (Z)-Methylgruppe (entspricht C-7 bei den Ergolinderivaten) 
markiert war. Dieser Befund war insofern iiberraschend, als im ailgemeinen bei Biosyn- 
thesen von all-trans-Oligoisoprenen die aus dem C-2-Atom der Mevalonsdure (1) stammen- 
de Methylgruppe des Dimethylallylpyrophosphats (2) die (E)-Konfiguration einnimmt®?. 


COOH 
*CH 2 
Hoy HsC_ CH; 
H. C-CHg 
Ps “oN 
H CH,OH H ‘CH,®@® 
1 2 3 


*) Korrespondenz bitte an diesen Autor richten. 

DV. Mitteilung: H. Plieninger, E. Meyer, S. F. Nassirian und E. Weidmann, Liebigs Ann. Chem. 
1976, 1475. 

2) T. Fehr, W. Acklin und D. Arigoni, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1966, 801. 

3) G, Popjak und J. W. Cornforth, Biochem. J. 101, 553 (1966). 
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Es war daher wichtig festzustellen, ob eine Isomerisierung der Doppelbindung vor oder 
nach der Verkniipfung des isoprenoiden Restes mit Tryptophan zum 4-(3-Methyl-2- 
butenyl)tryptophan (Dimethylallyltryptophan, 3) stattgefunden hat. Dieses Tryptophan- 
derivat ist ein von vielen Arbeitsgruppen gesichertes Zwischenprodukt der Biosynthese 
der Ergotalkaloide*. 


HOH2C CH, = HOOC 
ey] NHCHs ees 
s SS 
N-H N-H 
4 §: R = CH; (Agroclavin) 


6: R = CH2OH (Elymoclavin) 


Zur Klarung der oben gestellten Frage wurde eine einfache Synthese von 3 ausgearbeitet, 
die es gestattet, eine der Methylgruppen spezifisch zu markieren’). Damit war es méglich, 
zu untersuchen, ob beim Einbau von 3 in Chanoclavin-I (4) eine Inversion an der Doppel- 
bindung erfolgt. DaB beim weiteren Ubergang vom Chanoclavin-I zu Agroclavin (5), 
Elymoclavin (6) und Lysergsdure (7) eine Isomerisierung stattfindet, ist von Arigoni und 
Mitarbeitern ?) bewiesen worden. 


Unabhangig von uns ist in der Gruppe von Arigoni® das gleiche Problem mit [4’-(Z)-**C]- 
4-(3- Methy]-2-butenyl)try ptophan bearbeitet worden. 


Wir haben mit [4’-(E)-1°C]4-(3-Methyl-2-butenyl)tryptophan (3) bei einer Anreiche- 
rung von 54% '3C in der Absicht gearbeitet, die markierten C-Atome direkt zuordnen zu 
kénnen, ohne den bei '*C-Versuchen unvermeidlichen chemischen Abbau durchzufiihren. 
Wie im folgenden gezeigt wird, kamen wir zu den gleichen Ergebnissen wie Arigoni und 
Mitarbeiter; gleichzeitig konnten wir auch die friiheren Befunde beziiglich der Inversion 
der Doppelbindung bestatigen. Da unsere Synthese ':® in einigen wesentlichen Stufen von 
der Pachlatkoschen Vorschrift >) abweicht, und da bei den '*C-markierten Vorstufen die 
markierten C-Atome jetzt direkt in den NMR-Spektren der Alkaloide erkennbar sind, 
ist somit ein unabhangiger Beweis fiir die doppelte Inversion an der Doppelbindung der 
isoprenoiden Seitenkette von 3 zum Agroclavin (5) und Elymoclavin (6) gefiihrt worden. 
SchlieBlich konnte die '3C-Markierung auch in der Lysergsaure (7) am C-17 gesichert 
werden. 


Einbauversuche 


Um den Einbau von 3 in die Ergotalkaloide zu verfolgen, wurde 3 an der (E)-Methy]l- 
gruppe zusitzlich mit '*C markiert. Die spezifische Aktivitét von 6.7 1C/mmol blieb je- 
weils wahrend der ganzen Synthese konstant. Agroclavin und Elymoclavin wurden durch 
Verfiitterung des Tryptophanderivats 3 an den Claviceps purpurea-Stamm J 13 der Firma 


“HG. Floss, Tetrahedron 32, 873 (1976). 

» P. Pachlatko, Dissertation ETH Ziirich 1975; P. Pachlatko, C. Tobacik, W. Acklin und D. Arigoni, 
Vortragsreferat; Chimia 29, 526 (1975). 

©) Wegen der genauen Vorschrift zur Herstellung von '3C-markiertem 2-Brompropionsdure- 
ethylester vgl. die Angaben im experimentellen Teil. 
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Sandoz AG, Basel, erhalten, Chanoclavin-I (4) und Lysergsaure (nach Hydrolyse der iso- 
meren Lysergsiurecarbinolamide) entsprechend durch Verfiitterung an den Claviceps 
paspali-Stamm Li 342. Die Ziichtung der Mutterkornpilze sowie die Isolierung und Auf- 
arbeitung der Alkaloide aus den Kulturlésungen sind bereits beschrieben ’~°”. Insgesamt 
wurden 1.2 g 3 verfiittert. Die Ausbeuten, Einbauraten und spezifischen Aktivitaten der 
Produkte sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 


Tabelle 1. Ergebnisse der Einbauversuche von '+C- und '3C-markiertem 4-(3-Methyl-2-butenyl)- 


tryptophan (3) 
Zugabe von spezif. : 
Alkaloid markiertem 3 Ausbeute Aktivitat Einbaurate 

[mg] [mg] [uC/mmol] [%] 
Agroclavin (5) 500 32 0.26 3.9 
Elymoclavin (6) 500 40 0.47 7.0 
Chanoclavin-I (4) 35 80 0.61 9.79) 
Lysergsdure (7) §5.5 0.78 12.4% 


* In Halle/Saale ausgefiihrte Versuche. 


Diskussion der '>C-NMR-Daten 


Von den markierten sowie von den entsprechenden unmarkierten Substanzen wurden 
13C-NMR-Spektren aufgenommen. Die Zuordnung der '3C-chemischen Verschiebungen 
von Agroclavin, Elymoclavinacetat und Lysergsiuremethylester war bereits bekannt !. 
Durch Vergleich der Integrale der Resonanzfrequenzen der in Frage kommenden C- 
Atome 7 und 17 konnte der Ort der Markierung eindeutig bestimmt werden. Im Falle 
des Elymoclavins (6) war die Markierung am C-17 bereits durch die auBerordentlich hohe 
Intensitat des betreffenden Signals erkennbar (Gehalt an 13°C: 3.8%). In Tabelle 2 sind 


Tabelle 2. Integralwerte [8] der **C-NMR-Signale von C-7 und C-17 der Verbindungen 4, 5, 6 
und 7 (bezogen auf das Integral von C-4, 8 = 1) 


Alkaloid Cc-4 C-7 C-17 
Agroclavin (5) unmarkiert 1 0.96 0.37 
markiert 1 1.41 2.23 
Elymoclavin (6) unmarkiert 1 1.04 1.03 
markiert 1 2.00 13.82 
Chanoclavin-I (4) unmarkiert 1 0.79 0.90 
markiert 1 7.29 1.28 
Lysergsdure® (7) unmarkiert 1 1.06 0.64 
markiert 1 1.32 4,82 


* Wegen der geringen Intensitat der Signale des ‘*C-NMR-Spektrums der Lysergsaure (7) konn- 
ten die Integrale der Resonanzfrequenzen von C-7 und C-4 nicht aufgenommen werden. Nahe- 
rungsweise wurden anstelle der Integrale die relativen Intensitdten der Signale ausgewertet. 


” H. Plieninger, R. Fischer, G. Keilich und D. H. Orth, Liebigs Ann. Chem. 642, 214 (1961). 

8) D. Erge, W. Maier und D. Gréger, Biochem. Physiol. Pflanzen 164, 234 (1973). 

°) W. Maier und D. Gréger, Biochem. Physiol. Pflanzen, im Druck (1978). 

10) N_J. Bach, H. E. Boaz, E. C. Kornfeld, C.-J. Chang, H. G. Floss, E. W. Hagaman und E. Wenkert, 
J. Org. Chem. 39, 1272 (1974). 
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die Integralwerte der C-7- und C-17-Signale, bezogen auf das Integral des C-4-Signals, 
aufzeichnet. 

Wie ersichtlich, ist in Agroclavin (5), Elymoclavin (6) und Lysergsdure (7) jeweils C-17 
markiert, in Chanoclavin-I (4) dagegen C-7. Diese Feststellung laBt sich trotz des bei 
'3C-NMR-Spektren geringeren Aussagewertes der Integrale sicher treffen. 


H. Plieninger und E. Meyer danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband 
der Chemischen Industrie fiir die mehrjihrige wirkungsvolle Unterstiitzung der vorliegenden 
Arbeit. Herrn Dr. G. Schilling und Frau U. Blaser danken wir fiir die Aufnahme der '>C-NMR- 
Spektren, Frl. M. Dezenter fiir die Herstellung verschiedener Ausgangsmaterialien. 


Experimenteller Teil 


Die '3C-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker-Kernresonanzspektrometer HFX 90 auf- 
genommen. 


Synthese von '°C-markiertem 3 


Propionitril: Aus 6.5 g (133 mmol) NaCN (54% !3C) und 14.46 g (133 mmol) Ethylbromid werden 
nach der Vorschrift in Lit. ‘1? 6.4 g (87%) Propionitril gewonnen. ng> = 1.37, Sdp. 97.1°C/760 Torr. 


Propionsdure; 6.3 g (114 mmol) Propionitril werden mit 11.8 g konz. Schwefelsdure und 7 ml 
H,0 4h unter RiickfluB bei 140°C hydrolysiert '?). Die waBrige Lésung wird im Perforator unter 
magnetischem Riihren mit Ether ersch6pfend extrahiert, die Etherphase itiber MgSO, getrocknet 
und eingedampft. Die reine Propionsdure destilliert farblos bei 141.3°C/760 Torr; Ausb. 4.83 g 
(57%). 


2-Brompropionsdure-ethylester'»): Zu einer Mischung von 4.8 g (65 mmol) Propionsdure und 
0.6 g (19 mmol) rotem Phosphor werden unter Riihren 10.35 g (65 mmol) Brom so zugetropft, 
da8 im Kiihler keine Bromfarbe auftritt. Nach vollstandiger Zugabe la8t man nochmals 10,35 g 
Brom schnell einlaufen und riihrt anschlieBend 48 h bei 40°C. Dann gibt man 10 ml absol. Ethanol 
tropfenweise hinzu und vervollstindigt die Reaktion durch 4stdg. Kochen unter Riickflu8. Der 
rohe Ester wird mit H,O und NaHCO -Lésung gewaschen, die Esterphase iiber CaCl, getrocknet 
und destilliert. Man erhalt den gewiinschten, zuniichst noch rGtlich gefarbten Ester bei 69 bis 
70°C/25 Torr. Wiederholte Destillation ergibt den reinen Ethylester als farblose Fliissigkeit. 
Ausb. 9.3 g (79%); n&> = 1.447. 


[4-(E)-'*C ]4-( 3-Methyl-2-butenyl tryptophan (3): Es wird auf den experimentellen Teil der 
V. Mitteilung !? verwiesen, indem die Herstellung von 3, ausgehend von 2-Brompropionsaureethyl- 
ester, beschrieben ist. '7C-Gehalt 54%. 


'3C-NMR-spektroskopische Daten einiger Zwischenprodukte 


Die Zuordnung wurde aufgrund bekannter Indolspektren '* getroffen. 


Die Nummern der C-Atome in den '°C-NMR- 
Spektren entsprechen der nebenstehenden Beziffe- 
rung der Alkaloide; die Nomenklatur der Verbin- 
dungen entspricht derjenigen der Indolderivate (vel. 
Bezifferung in Formed 3). 


'" L Friedman und H. Shechter, J. Org. Chem. 25, 877 (1960). 

2) JN. Nazarov und G. A. Shvekhgeimer, Zhur. Priklad. Khim. 32, 1177 (1959). 

'>) Vel. E. Meyer, Dissertation Univ. Heidelberg 1977. 

' E. Breitmaier und W. Voelter, '3C-NMR-Spectroscopy, Verlag Chemie, Weinheim 1974. 
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2-Methyl-4-( 1-tosyl-4-indolyl )crotonsdure-ethylester: 13C-NMR (CDCI): 6 = 167.91 (C-17), 
144.99 (Tos), 139.21 (C-9), 135.51 (C-15), 134.94 (Tos), 131.89 (C-11), 129.93 (C-16, Tos), 128.82 
(C-8), 126.89 (Tos), 126.19 (C-2), 124.84 (C-12 oder C-13), 122.96 (C-13 oder C-12), 111.98 (C-14), 
106.91 (C-3), 60.54 (— CH2CHs), 32.22 (C-10), 21.47 (Tos), 14.24 (C-7), 12.59 (—CH2CHs). 


2-Methyl-4-( 1-tosyl-4-indolyl )-2-buten-1-ol: 13C-NMR (CDCl3): § = 144.89 (Tos), 135.99 (C-8), 
135.43 (C-15), 134.88 (Tos), 133.94 (C-11), 129.83 (C-16, Tos), 126.81 (Tos), 125.84 (C-2), 124.74 (C-12 
oder C-13), 123.40 (C-9), 122.68 (C-13 oder C-12), 111.44 (C-14), 107.23 (C-3), 68.34 (C-17), 31.25 
(C-10), 21.40 (Tos), 13.77 (C-7). 


[4-(4-Brom-3-meth yl-2-butenyl)-1-indolyl] [ p-tolyl] sulfon: 13C-NMR (CDCl3): 8 = 144.86 (Tos), 
135.38 (C-15), 134.84 (Tos), 133.13 (C-8), 132.87 (C-11), 129.81 (Tos), 128.74 (C-9), 128.26 (C-16), 
126.77 (Los), 125.97 (C-2), 124.75 (C-12 oder C-13), 122.64 (C-13 oder C-12), 111.66 (C-14), 107.01 
(C-3), 40.95 (C-17), 31.83 (C-10), 21.38 (Tos), 14.82 (C-7). 


[4-(3-Methyl-2-butenyl )-I-indolyl] [ p-tolyl] sulfon: !3C-NMR (CDCI3): 8 = 144.78 (Tos), 135.49 
(C-15), 134.86 (Tos), 134.66 (C-8), 132.63 (C-11), 129.78 (C-16, Tos), 126.78 (Tos), 125.69 (C-2), 
124,69 (C-12 oder C-13), 122.56 (C-13 oder C-12), 122.37 (C-9), 111.26 (C-14), 107.30 (C-3), 31.75 
(C-10), 25.61 (C-17), 21.36 (Tos), 17.81 (C-7). 


4-[4-(3-Methyl-2-butenyl) Jindol: 13C-NMR (CDCl): & = 135.82 (C-15), 133.95 (C-8), 132.00 
(C-11), 127.23 (C-16), 123.57 (C-2), 123.21 (C-12 oder C-13), 122.18 (C-9), 118.87 (C-13 oder C-12), 
108.94 (C-14), 101.02 (C-3), 32.20 (C-10), 25.69 (C-17), 17.86 (C-7). 


4-[4-(3-Methyl-2-butenyl) ]tryptophan: ‘3C-NMR ([Ds]DMSO): 8 = 173.10 (COOH), 137.12, 
136.74, 133.32, 131.13, 124.66, 123.85, 120.88, 118.48 (C-13 oder C-12), 109.99 (C-3), 109.39 (C-14), 
52.00 (— CHNH,), 31.34 (C-10), 28.97 (Ind-CH,), 25.41 (C-17), 17.69 (C-7). 


Ziichtung der Mutterkornpilze und Isolierung der Alkaloide aus den Kulturldsungen: Sie erfolgten 
wir friiher ’~® beschrieben. 
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